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Interagbées mediadas quimicamente entre Lepidoptera e espécies de

Piperaceae

Resumo

Os primeiros insetos no registro fossil, datados da metade do periodo
Carbonifero, indicam que estes eram saprofagos e n&do herbivoros. O habito de
se alimentar de plantas verdes surgiu durante a co-evolugdo de insetos e
plantas. Em resposta a mudanga no habito sapréfago dos insetos, plantas
desenvolveram defesas quimicas contra eles pela acumulacido de compostos
téxicos conhecidos como metabdlitos secundarios. Na tentativa de superar a
defesa quimica de plantas, os insetos desenvolveram estratégias que
permitiram ter uma dieta de tecidos de plantas. Até o momento, ndo é
completamente elucidado como este processo ocorre, mas ha evidéncias de
que os insetos desenvolveram a capacidade de usar o mecanismo de
biotransformacgao para desintoxicar essas substéncias de defesa das plantas.
No intuito de contribuir para o entendimento de especificidade quimica entre
insetos e plantas, o presente trabalho foi direcionado para investigar as
possiveis biotransformacdes de metabdlitos secundarios de espécies de Piper
por insetos, considerando que folhas de Piper acumulam compostos como
amidas e fenilpropanoides, que possuem propriedades aleloquimicas. As folhas
das espécies de Piper aduncum, P. marginatum, P. tuberculatum e P.
caldense, que contém fenilpropanoides, amidas/fenilpropanoides, amidas e
acidos benzoicos prenilados foram adicionadas a dieta de espécies de
lepidopteros. Os resultados obtidos mostrou que a amida (E)-piplartina,
abundante em folhas de P. tuberculatum e conhecida devido a seu potencial
biolégico, incluindo atividade inseticida, sofreu biotransformagdo durante o
processo digestivo das lagartas Heraclides brasilienses e Gonodonta sp1, no
respectivo (E)-3,4,5-trimetoxicinamato de metila. Em relagdo ao fenilpropanoide
dilapiol, um potente inseticida natural, encontrado em abundancia em P.
aduncum, nao houve biotransformagao durante o processo digestivo das larvas
de lepidopteras Quadrus u-lucida e Gonodonta fulvidens. No que se refere aos

fenilpropanoides majoritarios E-asarona, Z-asarona e apiol presentes nas



folhas de P. marginatum, também n&o foram encontrados indicios de
biotransformagao durante seu metabolismo pelas lagartas Q. u-lucida, H.
brasilienses e ENI 1. O mesmo foi observado em relagdo ao acido 3-geranil-
geranila-4-hidroxibenzoico, encontrado nas folhas de P. caldense, onde nao
foram encontradas evidéncias de biotransformacao durante o metabolismo pela
lagarta Gonodonta sp2. Os resultados obtidos contribuiram para ampliar o
conhecimento sobre o metabolismo de compostos com propriedades
inseticidas de Piper em insetos, principal objeto do estudo sistematico do nosso

grupo de pesquisa.

Palavras-chaves: Metabolismo, compostos secundarios, lepidopteros, Piper,

amida.



Chemically mediated interactions between Lepidoptera and Piperaceae

species

Abstract

The fossil record of the first insects, dating to half of the Carboniferous Period,
indicate that these were saprofagus and not herbivorous. The habit of feeding
on green plants arose during the coevolution of insects and plants. In response
to change in saprophic habit of insects, plants have developed chemical
defenses against them by the accumulation of toxic compounds known as
secondary metabolites. In an attempt to overcome plant chemical defense,
insects developed strategies that allowed them to have a plant tissue diet. So
far it is not completely elucidated how this process occurred, but there is
evidence that insects have developed the ability to use the biotransformation
mechanism to detoxify these plant defense substances. In order to contribute to
the understanding of chemical specificity between insects and plants, the
present work was directed to elucidate the possible biotransformations of
secondary metabolites of Piper species by insects, considering that Piper
leaves accumulate compounds as amides and phenylpropanoides, which have
allelochemical properties. Leaves of the species Piper aduncum, P.
marginatum, P. tuberculatum and P. caldense, which accumulate
phenylpropanoids, amides / phenylpropanoids, amides and benzoic acids
prenylated were added to the diet of lepidopteran species. The results obtained
showed that the piplartin amide, abundant in leaves of P. tuberculatum and
known due to its biological potential, including insecticidal activity, was
biotransformation during the digestive process of the caterpillars Heraclides
brasilienses and Gonodonta sp1 in the respective ester 34,5
trimethoxycinnamate. In relation to the phenylpropanoid dilapiol, a potent
natural insecticide, found in abundance in P. aduncum, there was no
biotransformation during the digestive process of lepidopteran larvae Quadrus
u-lucida and Gonodonta fulvidens. As for the major phenylpropanoids E-
asarone, Z-asarone and dilapiol present in leaves of P. marginatum, no

evidence of biotransformation was also found during its metabolism by the Q. u-



lucida, H. brasilienses and ENI 1 caterpillars. The same was observed for 3-
geranyl-geranyl-4-hydroxybenzoic acid, found in leaves of P. caldense, where
no evidence of biotransformation was found during metabolism by the
Gonodonta sp2 caterpillar. The results obtained contribute to increase the
knowledge about the metabolism of compounds with insecticidal properties of

Piper in insects, main object of the systematic study of our research group.
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1 INTRODUGCAO

1.1 Interacao planta-inseto

Os insetos sdo os seres vivos mais numerosos e habitam praticamente
todos os ambientes do planeta. Estima-se que 60% da biodiversidade do
planeta pertencem a classe Insecta, destes 46% sao herbivoros (CRONIN e
ABRAHAMSON, 2001). Segundo estudos, fésseis dos primeiros insetos datam
da metade do periodo Carbonifero e revelam o habito saprofago destes
organismos, diferindo do habito herbivoro de grande parte desses animais. Ao
longo do periodo da co-evolugao entre planta-inseto, alguns insetos passaram
a se alimentar de tecidos frescos das plantas.

Em resposta ao ataque dos insetos, algumas plantas desenvolveram
mecanismos de resisténcias contra estes, isto €, ocorreram mudancas
morfologicas e fisioldgicas, como tecidos mais rigidos, espinhos e pélos, e
principalmente desenvolveram capacidade de biossintese de compostos
quimicos com propriedades de semioquimicos, incluindo os aleloquimicos e
toxinas. A maioria destes compostos €& conhecida como os metabdlitos
secundarios, que sdo associados a defesa quimica da planta, que defendem
nao sé contra insetos, mas a todo organismo que venha-lhe causar injurias
(MCEVOQY, 2002; WOLL et al., 2013).

Em contrapartida, os insetos fitofagos desenvolveram mecanismos
capazes de superarem as defesas quimicas e fisicas das plantas, que resultou
em sua adaptacdo a dieta diaria constituida de plantas que acumulam
semioquimicos (GLENDINNING, 2002). O principal mecanismo conhecido,
usado por insetos para superar a defesa quimica de planta, é a modificacao
quimica de compostos toxicos durante o processo digestivo do inseto para
suas formas menos tdxicas ou ndo toxicas (WOLL et al, 2013). O custo
energético gasto pelos insetos para superar as defesas quimicas de plantas é
compensado pelo valor nutricional e servindo como: ambiente de protecgao,
condigdes de reprodugao apropriadas e desenvolvimento dos insetos (RYAN e
BYRNE, 1988; WOLL et al., 2013; SCHULER e BERENBAUM, 2013).
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A maioria dos insetos herbivoros usa um numero limitado de plantas,
que geralmente pertencem a mesma familia ou género. Apesar da grande
diversidade de insetos fitofagos, menos de 10% destes realizam dieta com
plantas pertencentes a trés familias diferentes (VOELCKEL, 2014). Essa
especificidade é associada a dois fatores: o primeiro deles nutricional, pois
metabdlitos primarios como aminoacidos, lipideos e carboidratos s&o
essenciais para a manutengao dos insetos, sendo obtidos a partir das plantas;
e 0 segundo deles, a presenca de metabdlitos secundarios produzidos pelos
vegetais, que podem ser usados como infoquimicos ou aleloquimicos pelos
insetos (NISHIDA, 2014; RASMANN; ALVAREZ; PELLISSIER, 2014; WOLL et
al., 2013).

1.2 Compostos de defesa quimica em plantas

As plantas possuem defesas limitadas contra ataques, uma vez que nao
possuem capacidade de locomover-se quando ameacadas e, ndo possuem
sistema imunoloégico capaz de lidar com ataques de microorganismos
(SIMOES, et al., 2004; WOLL et al., 2013). Assim, especula-se que ao longo do
tempo, as plantas desenvolveram mecanismos de defesa quimica contra
herbivoros e patdégenos produzindo compostos que afetam diretamente o
comportamento e desenvolvimento desses organismos (WOLL et al., 2013).

Os compostos de defesa quimica, também conhecidos como compostos
secundarios ou metabdlitos secundarios sdao compostos produzidos a partir das
rotas biossintéticas do acetato, chiquimato, mevalonato, fosfato de
deoxixilulose e rotas mistas (DEWICK, 2009). Os compostos secundarios em
plantas podem ser encontrados em folhas, raiz, caule, frutos e inflorescéncias
e, estes tecidos podem apresentar perfis quimicos de compostos secundarios
idénticos ou diferenciados. Os trés maiores grupos de metabdlitos secundarios
associados a mecanismos de defesa das plantas sdo compostos fendlicos,
compostos contendo nitrogénio e terpenos, (MCLEAN e DUNCAN, 2006).

Os terpenos sdao compostos que apresentam alta volatilidade e aroma
caractéristico, sendo estes, principais constituintes dos oOleos essenciais de

plantas e presentes em animais, oriundos de duas rotas: mevalonato e fosfato
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deoxixilulose, que produzem como blocos de construgdo unidades C5
conhecidas como unidades isoprénicas. A juncdo destas unidades formam as
classes de monoterpenos, sesquiterpenos, diterpenos, sesterpenos, triterpenos
e carotendides (DEWICK, 2009; TAIZ e ZEIGER, 2006).

Os compostos fendlicos correspondem ao segundo maior grupo de
metabdlitos secundarios, apresentando uma grande diversidade estrutural. A
unidade basica destas moléculas € o anel aromatico (biossintetizado a partir
das rotas do chiquimato e acetato) e apresenta de uma hidroxila ligada a este
anel (ALU'DATT et al., 2017; DEWICK, 2009; VERMA e SHUKLA, 2015). Os
compostos fendlicos sdo divididos de acordo com seu esqueleto basico em:
fendis simples (C6), benzoquinonas (C6), acidos fendlicos (C6-C1),
acetofenonas (C6-C2), acidos fenilacéticos (C6-C2), fenilpropanoides (C6-C3),
derivados do acido cinamico (C6-C3), cumarinas (C6-C3), isocumarinas (C6-
C3), naftoquinonas (C6-C4), lignanas (C6-C3); ligninas (C6-C3),, xantonas
(C6-C1-C6), antraquinonas (C6-C2-C6), estilbenos (C6-C2-C6), flavondides
(C6-C3-C6), isoflavondides (C6-C3-C6), biflavondides (C6-C3-C6), e os taninos
hidrolisaveis (C6-C1-C6), e condensados (C6-C3-C6),, , que possuem diversas
atividades biologicas incluindo a atividade antioxidante e inseticida (ALU'DATT
et al., 2017, DEWICK, 2009).

As trés principais categorias compostos nitrogenados associados a
defesa quimica das plantas s&o: alcaloides, glicosideos cianogénicos e
glicosinolatos (VERMA e SHUKLA, 2015). Os alcaloides podem ser derivados
de aminoacidos ornitina, lisina, tirosina, triptofano e histidina, derivados da
purina, acidos nicotinico e antranilico ou derivados de reacbes de
transaminagao (terpenos, fenilalanina) (DEWICK, 2009). Estes apresentam
distribuicbes restritas a poucas familias de plantas como, por exemplo, os
tropanos presentes em Solanaceae e Convolvulaceae e pirrozilidinicos
distribuidos nas familias Asteraceae (Senecio, Eupatorium) Boraginaceae
(Heliotropium), Fabaceae (Crotalaria), Apocynaceae (Parsonsia, Prestonia) e
Orchidaceae (Phalaenopsis) conhecidos por apresentar toxicidade aos insetos
e deterréncia alimentar (HARTMANN et al., 2005).
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Os glicosideos cianogénicos sao oriundos de aminoacidos alifaticos e
aromaticos, como por exemplo: valina (linamarina em folhas de Lotus
corniculatus Fabaceae), isoleucina (a lotaustralina encontrada na mandioca,
Manihot esculenta, Euphorbiacae), tirosina (dhurrina encontradas em Sorghum
bicolor, Poaceae), fenilalanina (prunasina em Prunus serotina) e leucina
(heterodendrina em espécies de Acacia, Fabaceae) (DEWICK, 2009) (Figura
1). Quando hidrolisados liberam HCN um composto altamente toxico para
herbivoros. Estes estdo presentes em mais de 2.500 espécies de plantas
incluindo pteridofitas, gminospermas e angiospermas (ZAGROBELNY et al.,
2004).
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Figura 1. Estruturas de glicosideos cianogénicos e seus precursores biossintéticos.
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Os glicosinolatos, por sua vez, sdo compostos glicosilados presentes

principalmente em plantas da familia Brassicaceae, sendo estes, responsaveis

pelo cheiro e gosto dos legumes (rabanete e repolho) (Figura 2). Assim como

os glicosideos cianogénicos, quando o tecido da planta é danificado, os

glicosinolatos sao hidrolizados por via enzimatica, gerando compostos

potencialmete toxicos capazes de causar deterréncia aos herbivoros (DEWICK,

2009).
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Figura 2. Estruturas de glicosinolatos.

1.3 Lepidépteros
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Lepidoptera € a segunda ordem com maior numero de espécies de
insetos, pois possui cerca de 160.000 espécies catalogadas. Esta ordem
compreende borboletas e mariposas, que sado considerados os mais belos
dentre os insetos, devido ao padrdo peculiar da coloragcdo de suas asas
(HERRERA e PELLMYR, 2002; NISHIDA, 2002). As larvas dos lepidopteros
apresentam uma forte relacdo com as plantas e sua maioria sao fitofagas,
sendo as plantas consideradas sua unica fonte nutricional.

O ciclo de vida dos lepiddpteros corresponde a trés fases: larva, pupa
(crisalida) e adulto. Na fase larval, estes insetos apresentam o trato digestivo
composto por trés regides principais intestinos anterior, médio e posterior
(LEVY et al., 2004). A digestao do alimento e absorgédo de nutrientes ocorre no
intestino médio, que apresenta grande parte das enzimas responsaveis pelo
metabolismo, transporte e acumulo de compostos toxicos de plantas
hospedeiras (HEIDEL-FISCHER; VOGEL, 2015; KUMAR et al., 2014; LEVY et
al., 2004; MCLEAN e DUNCAN, 2006; STRAUSS et al., 2013).

Ha relatos na literatura de larvas de lepidépteros apresentando
especificidade com plantas hospedeiras que produzem compostos secundarios
com propriedades aleloquimicas e toxicas como alcaloides pirrolizidinicos,
fenilpropanoides, glicosideos cianogénicos, glicosinolatos, cardenolideos, entre
outros (HARTMANN e OBER, 2000; ZAGROBELNY et al., 2014).

A especificidade de lepidépteros a plantas hospedeiras, que apresentam
compostos de defesa com alta toxicidade, € associada pela fungao nutricional
que a planta propicia ao inseto devido a presenca de metabdlitos primarios
nitrogenados como aminoacidos e proteinas necessarios ao desenvolvimento
dos organismos (NISHIDA, 2014; RASMANN; NADIR ALVAREZ; PELLISSIER,
2014; WOLL et al., 2013). Os compostos secundarios associados a defesa
quimica de plantas hospedeiras podem perder sua propriedade aleloquimica ao
sofrerem biotransformacées durante o metabolismo em insetos. Insetos
herbivoros também podem sequestrar compostos de plantas e acumular em
seus tecidos, usando-os como defesa quimica contra predadores. Como
exemplo, temos as larvas de Estigmene acrea especialistas no sequestro de
alcaloides pirrolizidinicos em espécies de plantas das familias Asteraceae,
Boraginaceae, Fabaceae, Apocinaceae e Orchidaceae (HARTMANN et al.,
2005).
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1.4 Adaptacao de insetos a defesa quimica das plantas

A adaptacao de insetos herbivoros a plantas que acumulam compostos
téxicos ocorre pela capacidade destes, de inibir ou desativar a toxicidade dos
compostos por processos enzimaticos. As reacdes enzimaticas podem
promover modificacdes quimicas em xenobidticos que, por sua vez, podem
ocasionar a redugcdo da toxicidade destes compostos, através da
funcionalizag&o ou pela glicosilagdo de compostos lipofilicos sendo realizadas
por dois grupos de enzimas Citocromo P450 e UDP-glicosiltransferase,
respectivamente (GLENDINNING, 2002; HEIDEL-FISCHER; VOGEL, 2015;
MCLEAN e DUNCAN, 2006; WOLL et al., 2013).

1.4.1 Enzimas de desintoxicacio para insetos

A superfamilia de enzimas conhecidas como citocromo P450
monoxigenases estdo presentes também em vegetais, participando da
biossintese de compostos secundarios com funcdes de defesa quimica contra
herbivoros e patégenos (MCLEAN e DUNCAN, 2006; WOLL et al., 2013). A
desintoxicacdo de compostos nocivos em insetos ocorre através de reacgoes
enzimaticas como N ou S-oxidagdo, hidroxilagdo, epoxidagdao, e
hexafluorofosfato de O, N ou S- desalquilagdo, gerando compostos menos
toxicos e mais polares, facilitando sua eliminacdo (BERGE; FEYEREISEN;
AMICHOT, 1998; KUMAR et al., 2014). A Citocromo P450 é crucial para a
adaptacdo dos insetos a defesa quimica de plantas hospedeiras (HEIDEL-
FISCHER e VOGEL, 2015; MCLEAN e DUNCAN, 2006; SCHULER;
BERENBAUM, 2013; WOLL et al., 2013).

Os glicosideos cianogénicos sdo compostos secundarios distribuidos em
mais de 2.500 espécies de plantas, incluindo angiospermas, gimnospermas e
samambaias, responsaveis pela defesa quimica contra herbivoros (VETTER,
2000; ZAGROBELNY et al., 2004). Estes compostos ndo sdo toxicos, mas ao

sofrerem reacao de hidrdlise, libera um gas bastante téxico, o acido cianidrico.
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A hidrélise dos glicosideos cianogénicos ocorre quando o tecido da planta é
danificado por insetos (VETTER, 2000) (Figura 3).
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Glicose
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Glicosideo Cianohidrina
cianogénico Acido cianidrico

Figura 3. Hidrélise enzimatica de glicosideos cianogénicos.

Algumas larvas de lepidopteras sao totalmente adaptadas a dietas de
folhas ricas em glicosideos cianogénicos, por exemplo: as larvas de Heliconius
sara apresentam dieta exclusiva das folhas de Passiflora auriculata que
apresentam altas concentragdes do glicosideo cianogénico epivolkenina. Este
xenobidtico € metabolizado pelas larvas de H. Sara, e excretado na sua forma
atoxica para a larva. O composto é atoxico devido a substituigdo do grupo
nitrila por um grupo tiol (ENGLER; SPENCER; GILBERT, 2000) (Figura 4). Este
mecanismo de desintoxicagdo de glicosideos cianogénicos realizado por H.

sara nao tem sido observado em outros organismos.
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Tiol epivolkenina

Figura 4. Metabolismo da epivolkenina em tiol epivolkenina pela lagarta H. sara.

Os mecanismos conhecidos para desintoxicacdo do HCN em plantas,
insetos e animais é realizado por no minimo dois mecanismos. O primeiro

mecanismo envolve a formacdo da p-cianoalanina, a partir da cisteina,
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catalisada pela enzima (-cianoalanina-sintase, a [-cianoalanina € convertida
em asparagina. O segundo mecanismo envolve a conversdao do HCN em
tiocianato, sendo esta, catalisada pela enzima rodanese. O mecanismo de
desintoxicacdo através da formacdo da B-cianoalanina € mais frequente em
insetos, enquanto a rota via tiocianato € mais comum em vertebrados,
ocorrendo também em algumas espécies de plantas e insetos (ZAGROBELNY
et al., 2004) (Figura 5).
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Primeiro mecanismo
H C=—N + S,05" Rodanese SCN- + SOy
Tiossulfato Tiocianato Sulfato

Segundo mecanismo

Figura 5. Mecanismos de desintoxicagdo do HCN.

Os alcaloides pirrolizidinicos sado encontrados em angiospermas das
familias Asteraceae, Boraginaceae, Fabaceae, Apocinaceae e Orchidaceae,
podendo estar presentes na forma de uma base livre (t6xica) e na forma de N-
oxido (nado toxica) (HARTMANN et al., 2005; HARTMANN e OBER, 2000). Nas
plantas, os alcaloides pirrolizidinicos sao biossintetisados e armazenados na
forma de N-Oxido, que facilita a distribuicdo destes pelo vegetal (HARTMANN,
2004; HARTMANN e OBER, 2000). Em herbivoros nao adaptados, a forma N-
oxido é rapidamente reduzida para a forma basica, toxica, nos intestinos dos
mesmos (HARTMANN e OBER, 2000).

Para insetos adaptados, como as espécies de lepidopteros Tyria
jacobeae e Estigmene acrea que biotransformam a forma tdxica dos alcaloides

pirrolizidinicos na forma nao toxica N-6xido, através de uma reducédo
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enzimatica por senecionina N-oxigenase, apos a absorgao no trato digestivo. A
forma nao téxica é armazenada nos tecidos do inseto para ser utilizada como
mecanismo de defesa contra predadores (HARTMANN et al., 2005;
HARTMANN e OBER, 2000) (Figura 6).

H O \\\\\\\

Redugao

—
—_—_——————

Oxidacao

N-oxido Senecionina (n3o tdxico) Senecionina (toxico)

Figura 6. Formas toxicas e nao toxica da senecionina encontrados na natureza.

Além dos compostos citados anteriormente, os terpenoides compde uma
classe de compostos secundarios responsaveis pela fragancia de uma planta e
sao considerados como fonte de compostos bioativos, tendo aplicabilidade no
controle de pragas agricolas (BADREDDINE et al., 2015; PASSREITER et al.,
2004; RIBEIRO; CAMARA; RAMOS, 2016). Estudos realizados com larvas de
Spodoptera litura (Noctuidae) relatam a biotransformagéo da (+)-(1R) e (-)-(1S)-
canfora, constituintes majoritarios do O6leo essencial de Cinnamomum
camphora, em seis terpenoides por meio da hidroxilagdo regio e
estereoseletiva. No estudo, verificou-se que a (+)-(1R)-canfora foi
biotransformada em trés terpenoides: (+)-(1R, 5S)-5-endo-hidroxicanfora, (+)-
(1R,  5R)-5-exo-hidroxicanfora e (+)-(1R, 7R)-8-hidroxicanfora. A
biotransformacao de (-)-(1S)-canfora produziu trés terpenoides, sendo eles
enantidbmeros dos produtos biotransformados de (+)-(1R)-canfora (MIYAZAWA
e MIYAMOTO, 2004) (Figura 7).
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Figura 7. Biotransformagao da (+)-(1R)-canfora por S. litura.

Outros compostos sdo as furanocumarinas, compostos secundarios
encontrados em varias familias de plantas. Esta classe apresenta alta
toxicidade por interagir covalentemente com o DNA, proteinas e lipideos de
virus, bactérias, insetos e demais seres vivos (PETERSEN et al., 2001). Apesar
disso, larvas Spodoptera frugiperda tornaram-se especialistas na dieta de
plantas contendo furanocumarinas. Como é o caso do metabolismo da
xantotoxina, uma furanocumarina presente em Papilio polyxenes, que é
biotransformada por larvas S. frugiperda em dois metabdlitos através da

clivagem do anel furano (IVIE et al., 1983) (Figura 8).

OCH3 OCH; OCHa

Sfruglperda O HO
P. polyxenes.

Xantotoxina

Figura 8. Biotransformagao de Xantotoxina por S. frugiperda e P. polyxenes.

1.4.2 Glicosilagao

A conjugacéo de compostos lipofilicos a carboidratos € catalisada pelas
enzimas UDP-glicosiltransferases (UGTs) sendo um mecanismo de
desintoxicacdo de extrema importancia para insetos, pois torna compostos
téxicos e lipofilicos, soluveis em agua, o que facilita sua excregao (AHN;
VOGEL HECKEL, 2012; HEIDEL-FISCHER e VOGEL, 2015; MCLEAN e
DUNCAN, 2006; WOLL et al., 2013). Nos insetos, a atividade das UGTs é
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encontrada no intestino, hemolinfa e demais tecidos (AHN; VOGEL; HECKEL,
2012). Sabendo disso, alguns exemplos de mecanismos de desintoxicag&o
através da glicosilagdo por meio de enzimas UGTs sao descritos abaixo.

As 4-benzoxazin-3-ona sdo metabdlitos que contém nitrogénio e derivam
do fosfato de indol-3-glicerol. Estas sao encontradas no milho, trigo e centeio.
Apoés a sua biossintese, elas sdo armazenadas na forma de glicosideos nao
ativos no vactolo (MACIAS et al., 2009). Quando o tecido do vegetal é
danificado pela acdo de um herbivoro, o glicosideo é hidrolisado liberando a
sua aglicona toxica (MORANT et al., 2008). No entanto, o lepiddptero
Spodoptera frugiperda consegue metabolizar o 6-metoxi-2-benzoxazolinona,
presente no milho, em seu derivado n&o toxico, o glicosideo 6-metoxi-2-

benzoxazolinona 3-B-D-glicopiranosideo (MAAG et al., 2014) (Figura 9).
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6-metoxi-2-benzoxazolinona 6-metoxi-2-benzoxazolinona-3- S-D-glucopiranosideo

Figura 9. Metabolismo da 6-metoxi-2-benzoxazolinona por S. frugiperda.

O género Capsicum produz os capsaicinoides, que sdo responsaveis
pela sensacao de ardéncia em mamiferos, sendo a capsaicina a substancia
mais encontrada em abundancia nos frutos de espécies deste género. Estudos
realizados com insetos usando a capsaicina apresentaram deterréncia
alimentar contra o besouro Henosepilachna vigintioctomaculatae e atividade
larvicida contra duas espécies de mosquitos Anopheles stephensi e Culex
quinquefasciatus (HORI et al., 2011; MADHUMATHY; AIVAZI; VIJAYAN, 2007).
Apesar de suas propriedades aleloquimicas, espécimes de Capsicum annuum
sdo danificadas por larvas Helicoperva assulta (Lepidoptera), sendo a larva

completamente adaptada a dieta rica em capsaicina (AHN; BADENES-PEREZ;
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HECKEL, 2011). Estudos realizados por AHN e colaboradores (2011)
revelaram que H. assulta excreta a capsaicina na forma de um derivado

glicosidico o capsaicina B-D-glicopiranosideo (Figura 10).

H4CO.
j@/\ H assulta HO%%/

Capsaicina Capsaicina p-D-glicopiranosideo

Figura 10. Metabolismo da capsaicina por H. assulta.

Os compostos fendlicos também fazem parte da defesa quimica das
plantas contra o ataque de insetos herbivoros (ONYILAGHA et al., 2012;
SALMINEN et al., 2004; SELIN-RANI et al., 2016). Dentre as classes que
constituem os compostos fendlicos, temos os flavondides largamente
distribuidos em plantas. Estes sdo encontrados principalmente em frutas, flores
e legumes (HUANG et al, 2015). A quercetina é um flavondéide muito
abundante nos vegetais e apresenta diversas atividades bioldgicas, dentre
elas, atividade larvicida contra ao lepidoptero S. litura (SELIN-RANI et al.,
2016). Além disso, sua forma glicosilada mostra deterréncia alimentar ao
besouro Phyillotreta cruciferae (ONYILAGHA et al., 2012).

As larvas do bicho-de-seda (Bombyx mori, Lepidoptera), quando
submetidas a dieta artificial rica em quercetina, € capaz de biotransforma-la
em dois derivados: a quercetina 5-8-D-glicopiranosideo e quercetina 5,4-di-g-
D-glicopiranosideo (HIRAYAMA et al., 2008). O composto quercetina 5-3-
glicopiranosideo € encontrado predominantemente no intestino do inseto,
enquanto a quercetina 5,4-B-D-diglicopiranosideo € encontrada apenas na
hemolinfa do inseto, indicando que a glicosilagdo na posigao cinco € a primeira
etapa para que ocorra a (dlicosilagdo na posigdao 4, indicando uma
regioseletividade na biotransformacao na quercetina (HIRAYAMA et al., 2008)
(Figura 11).
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Figura 11. Metabolismo da quecertina por B. mori.

Outro relato de glicosilagdo do monoterpeno timol, principal constituinte
do oleo essencial do tomilho (Thymus vulgaris), ocorre por larvas de pragas
agricolas de S. litura e Trichoplusia ni. O efeito sinérgico deste composto é
estudado como um controle de pragas para ambos os insetos. Estes foram
submetidos a uma dieta artificial, quando foi observado que o timol era
biotransformado em timol 3-B-D-glicopiranosideo por ambos S. litura e T. ni
(PASSREITER et al., 2004) (Figura 12).

Trichoplusia ni

- 0 OH

OH S. litura 0 oH

Timol Timol 3-8-D-glicopiranosideo

Figura 12. Metabolismo do timol por S. litura e T. ni.
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1.4.3 Sequestro de compostos de defesa

Além dos mecanismos de desintoxicagao, insetos especialistas podem
sequestrar e acumular em seus tecidos, metabdlitos secundarios de plantas
com propriedades de semioquimicos, usando-os como defesa quimica. Ha
relatos na literatura do sequestro de classes metabdlicas como amidas,
alcaloides, glicosideos cianogénicos, iridoides, saliciloides e glicosinolatos, por
insetos de ordens distintas como Lepidoptera, Coleoptera e Hemiptera
(GREENEY; DYER; SMILANICH, 2012; PENTZOLD et al, 2014;
ZAGROBELNY et al., 2014; BOLAND, 2015; HEIDEL-FISCHER; VOGEL,
2015; PETSCHENKA; AGRAWAL, 2016; PINTO et al., 2016).

Atualmente, relatos pertinentes apresentam dados de sequestro e
acumulo dos glicosideos cianogénicos por insetos sem que ocorra a hidrélise e
liberagao de acido cianidrico (PENTZOLD et al., 2014). Como, por exemplo, a
larva de Zygaena filipendulae que se alimenta das folhas de Lotus corniculatus
(Fabaceae), que contém os glicosideos cianogénicos linamarina e lotaustralina
associado a defesa quimica da planta. Estes sdo sequestrados e acumulados
nos tecidos sem nenhuma alteracdo em sua estrutura quimica. O sucesso de
Z. filipendulae deve-se a duas adaptagdes morfoldgicas: o aparelho bucal do
inseto, que corta fragmentos da folhas sem danificar as células do tecido
vegetal e; o pH alcalino do intestino, que inibe a agcdo enzimatica da (-
glicosidase presente na planta, responsavel pela hidrolise dos glicosideos
cianogénicos (PENTZOLD et al., 2014).

Os compostos secundarios sequestrados sao translocados de forma
eficiente por uma bomba de multicomponentes, que contém enzimas
transportadoras e cataliticas (ERB e ROBERT, 2016; STRAUSS et al., 2013;
WOLL et al., 2013; ZAGROBELNY et al., 2014). Um exemplo deste mecanismo
ocorre na larva do besouro Chrysomela Populi, onde ocorre o sequestro do
salicina pela enzima transportadora CpMRP da familia ABC (ATP binding
cassette transpoter), da larva do besouro Chrysomela populi e seu posterior
armazenamento na hemolinfa do inseto (STRAUSS et al., 2013). Processo
semelhante é encontrado no lepidéptero Manduca sexta, que utiliza a enzima
CYP6B46, responsavel por converter a nicotina em um intermediario de curta
duracao e de facil acoplamento, por enzimas transportadoras, sendo levada do
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intestino médio a hemolinfa deste inseto. Na hemolinfa o intermediario é
convertido para nicotina (KUMAR et al., 2014).

Os metabodlitos sequestrados podem ser utilizados pelos insetos como
defesa quimica contra predadores, parasitas e parasitdides (GREENEY; LA
DYER; AM SMILANICH, 2012; LEE A DYER, 1996). As folhas de Nicotiana
attenuata foram adicionadas a dieta da lagarta M. sexta e foi observado que a
nicotina, composto alcaloide abundante na planta com potente atividade
inseticida, nao sofre biotransformagao durante o processo digestivo da lagarta.
Este estudo também mostrou que a lagarta sequestra e acumula, em seus
tecidos, a nicotina, na concentracdo de 0,65%. Além disso, o estudo indicou
que a lagarta M. sexta, na presenga da aranha Camptocosa parallela, sua
predadora natural, exala nicotina através dos espiraculos, agindo como
fagoinibidora para aranha, inibindo assim a agao do predador (KUMAR et al.,
2014).

O acumulo de altas concentracbes dos compostos sequestrados pode
causar efeitos negativos aos insetos, tornando-os mais suceptiveis a
parasitéides (CRONIN; ABRAHAMSON, 2001; LAMPERT; DYER; BOWERS,
2010; RICHARDS et al., 2010). Por exemplo, um estudo realizado por Zvereva
e Rank (2003) observou que larvas do besouro Chrysomela lapponica
sequestram do salicina, presentes em espécies de salgueiro. Além disso,
verificaram que havia maior taxa de parasitismo quando realizada dieta com
altas concentragdes deste glicosideo ao compara-se com dieta de baixa
concentracio da salicina.

Embora estudos tenham observado o sequestro e biotransformagdes de
compostos presentes em diversas familias de plantas por espécies da ordem
Lepidoptera, ainda sdo escassos estudos que relatem a metabolizagdo e
sequestro de compostos em espécies da familia Piperaceae. Sabendo que a
familia Piperaceae possui potente atividade inseticida, faz-se necessaria a
investigacao da interagdo planta-inseto entre espécies da familia Piperaceae e

espécies da Ordem Lepidoptera.

1.5 Familia Piperaceae
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A familia Piperaceae esta entre as mais primitivas angiospermas, sendo
considerado um féssil vegetal vivo (TAYLOR; HICKEY, 1992). As espécies de
Piperaceae podem ser arbustos eretos ou escandentes, pequenas arvores ou
ervas suculentas, terrestres ou epifitas, com hastes geralmente mais ou menos
nodosas (GUIMARAES e CARVALHO-SILVA, 2009; MONTEIRO e
GUIMARAES, 2009). A maioria das espécies desta familia produz frutos do tipo
espigas (Figura 13) com grande quantidade de sementes. Estas possuem
sindrome de dispersao zoocoérica, sendo frequentemente a dispersaa por
morcegos (FLEMING, 1981).

'\ W
el
= erz;dense

Figura 13. Plantas da familia Piperaceae e seus frutos.

A familia Piperaceae é uma das maiores dentre as angiospermas basais,
tendo uma grande variedade de espécies localizada nas Américas Central e do
Sul, com cerca de aproximadamente 3.600 espécies (SMITH et al., 2008). Esta
familia é constituida por cinco géneros sendo eles, Manekia, Verhuellia,
Zippelia, Peperomia e Piper. Os géneros Piper e Peperomia junstos contém
mais de 3000 espécies de plantas (GUTIERREZ et al., 2016). No Brasil, existe
uma alta ocorréncia de espécies de Piperaceae, com cerca de 500 distribuidas

na Floresta Amazobnica e Mata Atlantica. Estas sao pertencentes aos géneros
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Piper, Peperomia e Manekia (JARAMILLO e MANOS, 2001; MONTEIRO e
GUIMARAES, 20009).

Os géneros Piper e Peperomia sao os mais estudados com relagdo a
quimica e seu potencial biolégico, sendo utilizados na medicina popular, na
ornamentagao e como condimentos (GUTIERREZ et al., 2016; PARMAR et al.,
1997).

1.6 Piper

O género Piper encontra-se distribuido nas regiées tropicais e
subtropicais. E composto por aproximadamente 1.500 espécies de plantas
(SMITH et al., 2008). No Brasil, as espécies de Piper sao encontradas, em sua
maioria, em florestas umidas como Amazdnica e Mata Atlantica (MONTEIRO,
2013). Espécies do género Piper s&o utilizadas como plantas medicinais, na
cultura popular e apresentam um valor comercial, como especiarias.

Bons exemplos de espécies do género Piper sdo a pimenta branca e a
pimenta preta, ambas originarias dos frutos da Piper nigrum. Além destas, as
raizes de P. mesthysticum (kava-kava) s&o utilizadas para produzir uma bebida
alucindégena por povos das ilhas do Pacifico (JEONG et al., 2015; PARMAR et
al., 1997).

Espécies de Piperaceae tém sido amplamente usadas por populagdes
chinesa, indiana e nativos americanos, no tratamento de enfermidades, como,
bronquite (P. arboreum e P.guinunse), doengas venéreas, gastrointestinais,
reumatismo (P.guinunse e P. arboreum), asma (P. chaba e P. futokatsura),
estimulante, dor abdominal (P.chaba), dor de estdmago, repelente (P. aduncum
e P. hispidum), anti-inflamatério, antidoto para picada de cobra (P.amalago),
cha para gripes e resfriados (P. arboreum), tratamento da insoénia (P.
methysticum), entre outros usos (JEONG et al., 2015; RAMOS e KATO, 2009;
RAO et al., 2011; VANIN et al., 2008; PARMAR et al., 1997).

Ha um contraste muito grande entre o numero de espécies pertencentes
a este género e as investigagdes fitoquimicas realizadas sobre o mesmo.
Apenas 12% destas foram estudadas, sendo revelada uma grande variedade

de metabdlitos secundarios como alcaloides, amidas, fenilpropanoides,
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lignanas, neolignanas, flavonas, flavononas, cromenos, terpenos, chalconona e
kavapirona (PARMAR et al., 1997) (Figura14).

A grande variedade de classes de compostos secundarios confere
grande diversidade de atividades biologicas como, por exemplo, atividade
antileishmanicida (DAL PICOLO et al., 2014), anticancer (MESSIANO et al.,
2013), antifungica (RAMIREZ et al., 2013), acaricida (PARK et al., 2002),
antibacteriana (REZENDE et al., 2016), larvicida (AUTRAN et al., 2009),
antileucémica (BEZERRA et al., 2007), antioxidante (LUYEN et al., 2014),
antituberculose (CHEN et al., 2013), antiplaquetaria (FONTENELE et al., 2009),
antidepressivo, ansiolitico (BEZERRA et al., 2007) antiparasitario (FLORES et
al., 2009) e tripanocida (REGASINI et al., 2009). Mesmo com outras atividades
em potencial, a atividade inseticida é a mais relatada para espécies do género
Piper (PARK et al, 2002; (MIRANDA et al., 2002); ESTRELA et al, 2003;
FAZOLIN et al, 2005; FAZOLIN et al., 2007).
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Figura 14. Variedade de classes de metabdlitos secundarios encontradas em espécies de
Piper.

Dentre as classes de compostos secundarios biossintetizados e
utilizados por estas plantas com uma fungdo de defesa quimica contra os
insetos, existem lignanas, fenilpropanoides, amidas e acidos benzoicos

prenilados. Diversos estudos tém analisado compostos e suas potenciais
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atividades biologicas. O safrol, fenilpropanoide presente nas folhas de P.
hispidinervum e P. divaricatum com composi¢cao de 90% do o6leo essencial,
apresentou atividade inseticida contra S. frugiperda (LIMA et al., 2009). O acido
benzoico prenilado, identificado nas folhas de P. Kelleyi como acido 3-geranil-
4hidroxi-5-(3",3"-dimetilalil) benzdico, foi verificada atividade antiherbivoria para
larvas da lagarta generalista S. exigua, aumentando o periodo da fase larval, o
que diminui a fecundidade do inseto adulto (JEFFREY et al., 2014). A lignana
cubebina mostrou atividade de deterréncia alimentar contra larvas de besouros
das espécies Sitophilus granarius, Tribolium confusum e Trogoderma
granarium, considerados pragas (HARMATHA & NAWROT, 2002). A amida

piperina, obtidas de P. nigrum e analogos, mostraram-se toxicas contra as

larvas de lagartas S. frugiperda e Ascia monuste orseis (Figura 15) (ESTRELA
et al., 2003).
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Figura 15. Metabdlitos secundarios de defesa quimica presentes em Piper

1.7 Interacao entre espécies do género Piper e lepidépteros
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Apesar do grande potencial inseticida apresentado por classes de
compostos secundarios como fenilpropanoides, lignanas, amidas e acidos
benzdico prenilados biossintetizados por espécies de Piper, a presenca de
insetos pertencentes as ordens Coleoptera, Hemiptera e Lepidoptera se
alimentando de Piper sé&o frequentes (VANIN et al., 2008) mostrando que ha
especificidade quimica de lepidopteros por espécies que acumulam lignanas e
neolignanas, enquanto insetos das ordens Coleoptera e Hemiptera por
especies de Piper que acumulam derivados prenilados do acido benzéico.

Como parte do nosso estudo sistematico, nosso grupo de pesquisa tem
avaliado o metabolismo de compostos secundarios de espécies de Piper por
insetos, relatando a biotransformacdo de compostos com potencial atividade
inseticida de Piper (RAMOS et al., 2012; RAMOS; BARBOSA; VANIN, 2014;
RAMOS; VANIN; KATO, 2008).

Um dos compostos mais estudados, o safrol € um fenilpropanoide
encontrado com teores maiores que 90% nas folhas, frutos e caule de Piper
divaricatum (BARBOSA et al., 2012). Este composto é largamente utilizado na
industria como agente flavorizante, como fragancia em cosméticos e como
sinergistico nos inseticidas e pesticidas naturais a base de Piretrum (BRAGA;
CREMASCO; VALLE, 2005). O safrol & citado na literatura por apresentar
potente atividade inseticida, apesar disso, a lagarta Heraclides brasielienses foi
observada em campo se alimentando das folhas de P. divaricatum. Ramos e
colaboradores (2014) observaram que este lepidoptero biotransforma o safrol
em dois outros metabdlitos, o eugenol (majoritario) e o metileugenol, através da
clivagem da por¢cao metilenodioxi da molécula (Figura 16). Estudos com
humanos e ratos revelaram que o safrol € metabolizado em alilcatecol
(majoritario) e eugenol (minoritario) (BENEDETTI; MALNOE; BROILLET, 1977).

0 P H,CO F H5CO Z
< -
+
o HsCO HO
Safrol Metil-eugenol Eugenol

Figura 16. Derivados obtidos a partir do metabolismo do safrol por H. brasilienses.

39



As lignanas sao metabdlitos formados pela dimerizagdo de moléculas de
fenilpropanoides via acoplamento oxidativo. Estes compostos sdo descritos por
apresentarem atividade inseticida, podendo estar envolvidos na defesa das
plantas contra insetos herbivoros (HARMATHA; NAWROT, 2002). A (-)-
grandisina, uma lignana tetraidrofurana, € o constituinte majoritario isolado das
folhas de P. somlisianum, sendo relatada por apresentar atividade contra o
protozoario Trypanossoma cruzi, responsavel pela causa da doenga de
chagas, sendo considerada como um medicamento promissor no combate
desta doenca (MARTINS et al., 2000).

Esta lignana também apresenta atividade larvicida promissora contra o
Aedes aegypti, mosquito transmissor da dengue (CABRAL et al., 2009).
Pesquisas realizadas por Ramos e colaboradores (2008) revelaram que a
larvas de Quadrus u-lucida e H. brasilienses se alimentam naturalmente das
folhas de P. solsianum, e foi observado que a (-)-grandisina sofre
biotransformacgao para seus respectivos fendis mono-O-demetilado (a) e di-O-
demetilado (b) (Figura 17). As reagbes de demetilacdo realizadas por estes
insetos demonstram ser regioespecificas na posi¢cao para em relagdo ao anel
tetrahidrofurano (RAMOS; VANIN; KATO, 2008).

OCHj3 Q. u-luicida HsCO OCH3
 —
OCH; H.brasilienses HO OCHs;
OCH,4 OCHjs OCH, OCH,4
(-)-grandisina a

l Q. u-luicida

HaCO

Figura 17. Metabolismo da (-)-grandisina pelas lagartas das borboletas Quadrus u-lucida e H.
brasilienses.
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Ramos e colaboradores (2012) observaram que a planta P. umbellata é
hospedeira da lagarta Heraclides brasilienses. As folhas desta planta
apresentam como constituinte majoritario o 4-nerolidilcatecol, relatado com
potente atividade anti-inflamatéria, antioxidante e larvicida contra o Aedes
aegypti (PINTO et al., 2006). A lagarta H. brasilienses biotransforma o 4-
nerolidilcatecol no derivado acido o E-2,3-dihidro-3-(3,4dihidroxifenil) farnesdico
(RAMOS et al., 2012) (Figura 18).

H. brasilienses

AN Z F — > 0 F F

OH OH

OH OH
4-nerolidilcatecol Acido E-2,3-dihidro-3-(3,4-dihidroxifenil) farneséico

Figura 18. Metabolismo do 4-nerolidilcatecol por H. brasilienses.

Bioensaio de citotoxicidade realizado com Arthemia salina mostrou que o
derivado acido é 1.400 vezes menos tdxico que o composto de origem
(RAMOS et al.,, 2012). Este resultado corrobora que a biotransformacao de
compostos nocivos presentes em plantas hospedeiras € uma boa estratégia
para adaptacdo dos insetos e uma fonte de novos compostos bioativos. Neste
trabalho foi realizado um estudo sobre a especificidade de lepidopteros com
plantas da familia Piperaceae dando enfoque nos metabdlitos secundarios

envolvidos nesta interagdo e no metabolismo dos mesmos pelos insetos.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Investigar a capacidade que espécies de Lepidoptera tém de
biotransformar e sequestrar metabdlitos secundarios de espécies de Piper

(Piperaceae).

2.2 Objetivos especificos

* Documentar a ocorréncia de Lepidépteros associados a espécies de
Piperaceae;

* Coletar e identificar o material botanico e entomolégico;

» Submeter as espécies de Lepidoptera a dieta exclusiva com folhas de
Piper;

* Obter extratos das folhas de Piperaceae e do material fecal dos
Lepidopteros;

» Identificar os principais compostos de Piperaceae;

» Estudar o metabolismo dos compostos secundarios de Piperaceae pelos
Lepidopteros por CCD, CG-EM;

» Caracterizar os compostos por analise de EM.
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3 METODOLOGIA

3.1 Coleta do material botanico

As folhas das espécies de P. marginatum, P. caldense, P. tuberculatum
e P. aduncum foram coletadas no fragmento de Mata Atlantica localizado no da

Universidade Federal Rural de Pernambuco (UFRPE) Campus Sede (Recife).

3.2 Coleta do material entomolégico

Os lepidépteros foram coletados no fragmento de Mata Atlantica
localizado na UFRPE Campus Sede (Recife), sendo identificados como
Heraclides brasiliensis e Quadrus u-lucida pelo Prof°. Dr. Sérgio Antonio Vanin
(Departamento de Zoologia do Instituto de Biologia da Universidade de Sao
Paulo) e Gonodonta fulvidens pelo Prof°. Dr. Lee A. Dyer (Departamento de
Biologia da Universidade de Nevada Reno). Um lepidoptero coletado esta em

processo de identificagado taxonémica e foi codificada como ENI 1.

3.3 Obtencao do extrato das folhas

As folhas das espécies de Piper coletadas foram secas em estufa a
temperatura de 50 °C durante um periodo de 48 horas. Apds a secagem foram
maceradas e submetidas a processo de extracdo em temperatura ambiente,
utiizando como solvente o diclorometano. Os extratos obtidos foram
concentrados a vacuo em um rota-evaporador a 45 °C para obtengcao dos

extratos brutos.

3.4 Obtencao dos extratos do material fecal
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Os lepidopteros foram coletados na fase larval e criados em gaiolas
teladas, mantidos em temperatura ambiente e submetidos a uma dieta
exclusiva com as folhas de suas plantas hospedeiras. As folhas foram trocadas
a cada 72 horas. O materiai fecal foi seco em temperatura de 50 °C por um
periodo de 24 horas, sendo posteriormente macerados e extraidos com
diclorometano em temperatura ambiente. Todos os extratos obtidos foram
separadamente concentrados a vacuo em um rota-evaporador, obtendo-se o

extrato bruto.

3.5 Cromatografia gasosa acoplada ao espectrimetria de massas (CG-
EM)

As analises de CG-EM foram realizadas no cromatégrafo a gas, Clarus
580 PerkinElmer, acoplado ao espectrometro de massas acoplado do modelo
Clarus SQ8S, coluna elite-5MS com dimensdes de 30 m x 0,25mm x 0,25um,

com sistema de injecao split flow.

Método 1 - temperatura do injetor foi mantida em 220 °C, o gas de
arraste utilizado foi o hélio com fluxo de 1 mL/min, razdo de split 1/9, a
temperatura inicial da coluna foi de 60 °C, apds injecdo da amostra houve a
elevagao de temperatura de 3°C/min até atingir a temperatura de 246 °C. Este
método foi aplicado aos extratos das folhas de P. aduncum, P. marginatum, P.
tuberculatum e aos extratos fecais dos lepidopteros, que se alimentavam

destas plantas

Método 2 - temperatura do injetor foi mantida em 250 °C, o gas de
arraste utilizado foi o hélio com fluxo de 1 mL/min, razdo de split 1/9,
temperatura inicial da coluna foi de 100 °C, apds inje¢ao da amostra houve a
elevagdo de temperatura de 10°C/min até atingir a temperatura de 290 °C,
sendo mantida por 10 min. O método foi aplicado para os extratos das folhas

de P. caldense e o fecal de Gonodonta sp2.

44



4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Lepidopteros associados a Piperaceae

O estudo de campo foi realizado no fragmento de Mata Atlantica
localizado na UFRPE Campus Sede (Recife) foi observada a ocorréncia de
seis espécies de Piperaceae, sendo cinco do género Piper (P. aduncum, P.
marginatum, P. arboreum, P. caldense e P. tuberculatum) e uma do género
Peperomia (P. pellucida). As folhas das espécies de P. aduncum, P.
marginatum, P. caldense e P. tuberculatum apresentaram danos no tecido foliar
em formato de semi-circulos na borda da folhas como sinais de herbivoria,
sendo observado a presencga de lagartas das borboletas Gonodonta fulvidens,
Quadrus u-lucida, Heraclides brasilienses e Gonodonta sp1, Gonodonta sp2 e
ENI 1 (Tabela 1)(Figura 19).

'Qaadw-luci’da_._ Gonodonta sp2

Figura 19. Lepiddpteros que se alimentam de folhas de Piper.
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Tabela 1. Ocorréncia de lepidopteros em Piperaceae.

Piperaceae Lepidopteros
Gonodonta Gonodonta ENI  Gonodonta Q. u- H.
sp1 sp2 1* fluvidens lucida  brasilienses
P. aduncum -- -- -- X X --
P. marginatum -- -- X -- X X
P.tuberculatum X -- X -- X X
P. caldense -- X -- -- -- --

*Sem identificagdo taxondmica

A auséncia de sinais de herbivoria em folhas de P. arboreum é
justificada pela presenga da isobutilamida 4,5-dihidropiperlonguminina, nas
folnas de espécimes desta planta no estado de Pernambuco (DUARTE;
PONTES; RAMOS, 2016). As isobutilamidas biossintetizadas por espécies de
Piper sao relatadas por apresentar uma potente atividade inseticida
(MIYAKADO; NAKAYAMA; OHNO, 1989; SCOTT et al., 2002, 2007; SK; VA,
AK, 2011).

As ocorréncias de lagartas das borboletas Q. u-lucida e H. brasilienses
em folhas de espécies de Piper tém sido previamente relatadas (VANIN et al.,
2008). A lagarta Q. u-lucida foi observada se alimentando em folhas de P.
solmsinanum, P. regnellii, P.callosum e P. richardiaefolium, mesmo estas
acumulando em suas folhas dimeros de fenilpropanoides, conhecidos como
lignanas e neolignana.

A lagarta da borboleta H. brasilienses tem sido descrita por ocorrer em
folnas de P. regnellii e de P. divaricatum, sendo que suas folhas acumulam
neolignanas e safrol, respectivamente (RAMOS; BARBOSA; VANIN, 2014;
VANIN et al., 2008).

A lagarta da borboleta G. fluvidens foi observada apenas em folhas de P.
aduncum. Gonodonta sp1 e Gonodonta sp2 foram observadas em folhas de P.
tuberculatum e P. caldense, respectivamente, sendo este o primeiro relato da
ocorréncia de espécies do género Gonodonta em espécies de Piper. As

lagartas do género Gonodonta tém sido previamente relatadas em folhas de
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espécies das familias Annonaceae, Piperaceae, Lauraceae e Solanaceae
(TODD, 1959).

4.2 Estudo dos constituintes das folhas de Piperaceae metabolizado por
Lepidopteros

4.21 Piper aduncum

O cromatograma do perfil quimico do extrato diclorometénico das folhas
de P. aduncum obtido por CG-EM revelou um constituinte majoritario com

tempo de retencéo (Tr) de 32,48 min (Figura 20).

pa21 Scan El+
1007

Dilapiol

4113 49.27

57.10
|
) A P DO Y L. MJ \ Y S W e

8.50 " 13.50 j 18:50 j 2350 " 2850 " 3350 " 3850 " 4350 " 4850 " 5350 " 5850

Time

Figura 20. Perfil quimico das folhas de P. aduncum.

Baseado na interpretagdo do espectro de massas foi possivel identificar o
composto referente ao pico em Tr de 32,48 min como o dilapiol (Figura 21),
encontrado como composto majoritario do extrato das folhas de P. aduncum,
estando de acordo com o descrito na literatura (ANDREI; BRAZ-FILHO;
GOTTLIEB, 1988).
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Figura 21. Espectro de massas do dilapiol.

O dilapiol esta presente nas folhas, caule, fruto e raiz de P. aduncum. A
presenca na composi¢cao do dilapiol em folhas de espécimes brasileiras de P.
aduncum variam de 35-90% ( ALMEIDA et al., 2009) em plantas encontradas
no estado Pernambuco, este fenilpropanoide apresenta 79% da composicédo do
6leo essencial das folhas (ARAUJO et al., 2012). Espécimes de Piper aduncum
encontradas na Costa Rica e Cuba também apresentam o dilapiol como
constituinte majoritario com 61% e 82%, respectivamente, da composigao
quimica do dleo essencial das folhas (CICCIO e BALLESTERO, 1997; PINO et
al., 2004).

O dilapiol é conhecido por apresentar ampla atividade acaricida, fungicida,
antileishimania e atividade inseticida, por exemplo, contra larvas e insetos
adultos das espécies Anopheles marajoara e Aedes aegypti, mosquitos
transmissores da malaria e dengue, respectivamente, além de apresentar
atividade contra pragas dos besouros adulto da espécie Cerotoma
tingomarianus e o hemiptero Diaphorina citris que ataca culturas de citrus
(ARAUJO et al., 2012; ALMEIDA et al., 2009; FAZOLIN et al., 2005; PARISE-
FILHO et al., 2012; VOLPE et al., 2016).

Folhas de P. aduncum com a presenga de ovos da lagarta G. Fluvidens
foram coletadas e mantidas em laboratério para obtencdo de insetos adultos.
Apoés 72 horas, houve a eclosdo de lagartas com ciclo de 21 dias, em seguida
houve a formagao do casulo, onde o inseto permaneceu como pupa durante 20

dias, emergindo como insetos adultos (Figura 22). Lagartas de Q. u-lucida
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foram coletadas em P. aduncum e mantidas com dieta exclusivas de folhas

frescas da planta para obengao do material fecal.

¢ I~

Figura 22. Ciclo de vida G. fluvidens em folhas de P. aduncum.

Ao compararmos os perfis quimicos dos extratos brutos dos materiais
fecais das duas lagartas com o perfil dos extratos das folhas, foi observado que
o dilapiol, composto majoritario da planta, ndo sofre biotransformagéo durante o

processo digestivo em ambas as lagartas (Figura 23).
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Figura 23. Perfil quimico das folhas de P. aduncum e dos extratos fecais dos lepidépteros.
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4.2.2 Piper marginatum

Durante as atividades de campo foram observada a presenca de trés
espécies de lepiddpteros se alimentando das folhas de P. marginatum, sendo
duas destas espécies identificadas como Q. u-lucida e H. brasilienses. A ultima
espécie esta em processo identificagao e foi codificada como ENI 1.

O perfil quimico do extrato bruto das folhas de P. marginatum obtido por
CG-EM revelou a presencga de trés picos com Trde 32,4, 33,6 € 35,8 min como

compostos majoritarios do extrato (Figura 24).
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Figura 24. Perfil quimico do extrato das folhas de P. marginatum.

Os compostos foram identificados com base na interpretagdo de seus
respectivos espectros de massas como os fenilpropanoides: (E)-asarona (Tr
32,34 min), apiol (Tr 33,6 min) e (£)-asarona (Tr 34,91 min) (Figura 25). Os
constituintes majoritarios do extrato apolar das folhas sdo os fenilpropanoides
(E) e (Z2)-asarona, sendo também os compostos majoritarios identificados no
oleo essencial desta planta (MORAES et al., 2014).

51



2 1847

100+ OCH,
X
H,CO
%1 OCHg
193
(E)-asarona 165
69 162
4710 194
209
5155 57 67‘72 7 ﬁ“ ‘ ‘ 108 1 T ‘138 160‘ 166 177 g9 192 207
() — H‘ (\ \\ \Mumu \\8\5 ‘\ (\\ \\ \‘\ ‘ M il \M ‘ \lu/“\‘(“\‘ vﬁwuwm/z
37 47 77 87 97 107 117 127 137 147 157 167 177 187 197 207 217
100 222 3.70e7
OCH;,
<O F
% (0]
195
OCH,3 177
Apiol
53 L 149 179 1]223
51 65 165
) 6?\ Sl ] el \( L \ 7T o] o
0 \‘ N ‘H H \‘ \‘H\HI \‘(M \‘ “( AN ‘\ \\ H ‘ ‘H M H ‘ ‘ \‘\ / 236 m
4 104 114 124 134 144 154 164 174 184 194 204 214 224 234 244
OCH,
X
H;CO 193
] OCH,
165
(Z)-asarona
133 137 147150 207| 209
% 55 576365 375‘&1 ‘ 115 14 121 \Hm T 152161 166 17 151 191 194 T
0 b M\ ‘M L \H‘M \ Nl 85 M H\m \“ ‘H ‘ H\(M MH o \\ \/ V I \\‘M / el ({2‘05 P
49 59 9 99 109 119 129 139 149 159 169 179 189 199 209

Figura 25. Espectro de massas dos fenilpropanoides (E)-asarona, (Z)-asarona e apiol
identificados em P. marginatum.

O dleo essencial das folhas de P. marginatum tem sido descrito por
apresentar atividade larvicida e deterréncia a oviposigcdo contra o Aedes
aegypti (AUTRAN et al., 2009). Estudos realizados com composto (Z)-asarona
revelam que este apresenta maior atividade inseticida que o seu isémero o (E)-
asarona, quando testados frente as lagartas Plutella xylostella (Lepidoptera) e
Nilaparvata lugens (Homonoptera) (LEE; PARK; AHN, 2002).
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Comparando o perfil quimico do extrato das folhas com o perfil do
extrato do material fecal foi observado que ndo houve mudancgas qualitativas,
indicando que os trés fenilpropanoides ndo sofrem alteragdes quimicas durante
os seus metabolismos nas lagartas Q. u-lucida, H. brasilienses e ENI1 (Figura
26). Revelando que apesar da presenga de fenilpropanoides com potente
atividade inseticida, estes insetos sao bastante adaptados a uma dieta de

folhas ricas em fenilpropanoides.
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Figura 26. Perfil quimico das folhas de P. marginatum e do material fecal dos lepidépteros.
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4.2.3 P. caldense

Em observacdo de campo, as lagartas de Gonodonta sp2 foram
encontradas se alimentando naturalmente das folhas de P. caldense.

Estudos quimicos prévios com extratos em diclorometano das folhas de
P. caldense levaram o isolamento dos acidos benzdico prenilados o 3-geranil-
geranila-4-hidroxibenzoico e o acido caldensinico, ambos compostos relatados
com atividade antimicrobiana (FREITAS, et al., 2009, FREITAS, et al., 2016).

O cromatograma do extrato das folhas de P. caldense obtido por CG-EM

revelou como constituinte majoritario o pico Tr de 20,39 min (Figura 27).
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Figura 27. Perfil quimico do extrato das folhas de P. caldense.

O padrao de fragmentagcdo do espectro de massas do pico majoritario
(Tr 20,39 min) é equivalente ao encontrado no espectro do acido 3-geranil-
geranila-4-hidroxibenzoico isolado e caracterizado por Freitas e colaboradores
(2016) das folhas de P.caldense (Figura 28).
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Figura 28. Espectro de massas do acido 3-geranil-geranila-4-hidroxibenzoico.

Ao compararmos o perfil quimico dos extratos das folhas de P. caldense
com o perfil do material fecal das lagartas foi possivel observar que néo houve
variagbes qualitativas na concentracdo do acido benzoico entre os perfis,
indicando que os insetos estdo adaptados a uma dieta rica do acido 3-geranil-

geranila-4-hidroxibenzoico (Figura 29).
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Figura 29. Perfis quimicos das folhas de P. caldense e do material fecal de Gonodonta sp2.
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4.2.4 Piper tuberculatum

Os lepiddpteros relatados se alimentando das folhas de P. tuberculatum
foram Gonodonta sp1, Q. u-lucida, ENI 1 e H. brasilienses. A P. tuberculatum
conhecida por apresentar amidas como constituintes majoritarios nas raizes,
folhas, sementes e caules (NAVICKIENE et al., 2000; VASQUES DA SILVA et
al., 2002).

De acordo com Scott e colaboradores (2003, 2007), as amidas
biossintetizadas por espécies de Piper, conhecidas também como piperamidas,
apresentam propriedade inseticida, sendo estas, essenciais como mecanismos
de defesa contra os insetos. A amida pelitorina isoladas de folhas e frutos de P.
tuberculatum mostrou atividade larvicida contra a lagarta Anticarsia
gemmatalis, uma praga da cultura de soja (NAVICKIENE et al., 2007). Outras
amidas como pipericida, kalecida e guineensina, isoladas da raiz de P.
guineenses apresentaram toxicidade para os insetos adultos de Musca
domestica (GBEWONYO; CANDY; ANDERSON, 1993). Estudos sobre o
metabolismo de amidas presentes em folhas de Piper apds digestdao por
insetos sdo escassos, por isso, faz-se necessaria a investigacdo do
metabolismo de amidas presentes em folhas de P. tuberculatum pelos
lepidopteros.

O perfil quimico do extrato das folhas de P. tuberculatum obtidos por
CG-EM indicou a presenca de dois picos com Tr 44,76 e 46,08 como
constituintes majoritarios das folhas desta planta (Figura 30).
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Figura 30. Perfil quimico das folhas de P. tuberculatum por CG-EM.
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Os dois picos majéritarios presentes no cromatograma foram
identificados através de seus espectros de massas como as amidas (2)-
piplartina e (E)-piplartina, respectivamente (Figura 31), estando de acordo com
o descrito pela literatura (CHANG-YIH; YANG-CHANG; SHANG-KWEI, 1990;
JOSHI; KAMAT; SAKSENA, 1968; NAVICKIENE et al., 2000; VASQUES DA
SILVA et al., 2002).
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Figura 31. Amidas encontradas em P. tuberculatum.

Abaixo é apresentado a proposta de fragmentacéo para a (E)-piplartina

(Figura 32).
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Figura 32. Proposta de fragmentagao do isdmero (E)-piplatina.

A amida (E)-piplartina € o constituinte majoritario das raizes e folhas de
P. tuberculatum, sendo relatada na literatura por apresentar uma grande
diversidade de atividades biolégicas como antifungica, antileucémica, acao
antiplaquetaria, tripanocida, schistosomicida, leishmanicida, ansiolitico,
antidepressivo, entre outras (BEZERRA et al., 2007; COTINGUIBA et al., 2009;
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FONTENELE et al., 2009; MORAES et al., 2011; REGASINI et al., 2009;
SCOTT et al., 2002; SILVA et al., 2002). Esta amida pode ser encontrada com
configuragdo Z e E, sendo a ultima mais abundante e apresentando maior
atividades citotoxicas (JYOTHI et al., 2009; NAVICKIENE et al., 2000).

A (E)-piplartina apresenta também atividade larvicida frente a larvas do
3° instar de Anopheles darlingi (Diptera: Culicidae), das quais o inseto adulto é
o principal transmissor da malaria, com valores da CL 50 e 90% nos ensaios
larvicidas com 40 e 79 pyg da amida, respectivamente (TRINDADE et al., 2012).
Apesar disso, € possivel observar lepidopteros alimentando-se das folhas desta
planta.

Ao compararmos o perfil quimico das folhas de P. tuberculatum com o
material fecal dos insetos (Figura 23) foi possivel observar a auséncia do pico
referente a amida (Z)-piplartina e mudangas no espectro de massas do pico
referente (E)-piplartina, indicando o metabolismo destes compostos pelos
lepidépteros Gonodonta sp1, H. brasilienses e Q. u-lucida. No entanto, em
relagao ao perfil fecal do inseto ENI 1, nao foi possivel observar a presenca das
amidas ou de possiveis compostos metabolizados, o que indica um possivel

acumulo destes compostos em seus tecidos.
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As estruturas dos compostos metabolizados que correspondem ao Tr de
42,1 e 46,1 foram determinadas pela interpretagdo dos espectros de massas
como sendo os ésteres o (Z2)-3,4,5-trimetoxicinamato de metila e o (E)-3,4,5-
trimetoxicinamato de metila, respectivamente (Figura 34), estando de acordo
com 0s seus espectros de massas previamente descrito na literatura (KUMAR
et al., 2005).
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Figura 34. Espectro de massas dos compostos metabolizados.
Abaixo segue a proposta de fragmentacdo do (E)-3,4,5-

trimetoxicinamato de metila (Figura 35).
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Figura 35. Proposta de fragmentagéo do (E)-3,4,5-trimetoxicinamato de metila.

Os ésteres presentes no extrato fecal dos lepidépteros podem ser
produtos da hidrélise da piplartina, seguida de uma esterificagdo que ocorre
durante o processo digestivo das lagartas Gonodonta sp1, H. brasilienses e Q.
u-lucida. A Dbiotransformagdo da piplartina presentes nas folhas de P.
tuberculatum pelas lagartas pode esta associada a mecanismos usados por
insetos para superar o efeito toxico de compostos de plantas como ja relatado
na literatura (ENGLER; KEVIN C. SPENCER; LAWRENCE E. GILBERT, 2000;
HARTMANN et al., 2005; IVIE et al., 1983; RAMOS et al., 2012).

O metabolismo de compostos secundarios por insetos geralmente leva a
formacado de compostos mais polares, facilitando a sua excrecao e reduzindo a
toxicidade dos compostos de defesa das plantas (RAMOS et al., 2012;
RAMOS; BARBOSA; VANIN, 2014; RAMOS; KATO, 2009, 2013; RAMOS;
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VANIN; KATO, 2008). Por exemplo, o fenilpropanoide trans-anetol composto
majoritario do 6leo essencial de Pimpinella anisum, mostrou-se téxico contra
larvas de S. litura. Por outro lado, a lagarta S. litura é capaz de hidroxilar a
cadeia lateral do trans-anetol durante o processo digestivo tornando-o mais
polar o que facilita a excre¢cdo (PASSREITER et al., 2004) (Figura 36).
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S.litura

OH
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Figura 36. Metabolismo do trans-anetol por larvas de S. litura.
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5 CONCLUSAO

Neste trabalho foi relatado a ocorréncia natural de seis espécies de
lepidépteros em folhas de 4 espécies de plantas da familia Piperaceae, sendo
descrito a presenga de lepidépteros do género Gonodonta e a ENI1 em plantas
do género Piper. Também foi descrito a presenca da largata Q. u-lucida se
alimentando das folhas de P. tuberculatum, P. aduncum, H. brasilienses e P.
marginatum.

O dilapiol foi identificado como constituinte majoritario e também como
um inseticida natural presente no extrato em diclorometano das folhas de P.
aduncum. Este fenilpropanoide nao sofre biotransformacédo durante o processo
digestivo das larvas das lepidopteras Quadrus u-lucida e Gonodonta fulvidens,
sendo os perfis quimicos qualitativamente e quantitativamente idénticos.
Indicando adaptacao das larvas em planta rica em dilapiol.

Os metabdlitos secundarios majoritarios presentes nas folhas de P.
marginatum foram os fenilpropanoides apiol, (E)-asarona e (Z)-asarona. Nao
houve variacdo no perfil quimico das folhas de P. marginatum apds o
metabolismo dos lepidopteros H. brasilienses, Q. u-lucida e ENI1.

O acido 3-geranil-geranila-4-hidroxibenzoico foi identificado como
constituinte majoritario das folhas de P. caldense. Foi observado que as larvas
do lepidéptero Gonodonta sp2, que se alimentavam naturalmente das folhas de
P. caldense, nao biotransformaram o acido 3-geranil-geranila-4-hidroxibenzoico
durante o processo digestivo.

Nas folhas de P. tuberculatum foi identificado como constituintes
majoritarios as amidas (E)-piplartina e (Z)-piplartina, conhecidas por sua
atividade inseticida. Foi observada a ocorréncia natural de lagartas das
borboletas Gonodonta sp1, Q. u-lucida, H. brasilienses e ENI 1 nas folhas de P.
tuberculatum. Estudos realizados com o material fecal destes insetos revelou
que os lepiddpteros Gonodonta sp1, Q. u-lucida, H. brasilienses sao capazes
de metabolizar as amidas (E)-piplartina e (Z)-piplartina para os respectivos
esteres o (E)-3,4,5-trimetoxicinamato de metila e (Z)-3,4,5-trimetoxicinamato

de metila. Enquanto que o perfil quimico do extrato fecal da lagarta ENI 1 ndo
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foi observada a presenca das amidas ou dos compostos metabolizados,
indicando um possivel acumulo destes compostos em seus tecidos.

Os resultados obtidos contribuiram para ampliar o conhecimento sobre o
metabolismo de compostos secundarios presentes em Piper por insetos,

principal objeto do estudo sistematico do nosso grupo de pesquisa.
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6 PERSPECTIVAS

e Realizar identificacdo taxonémica dos lepidopteros Gonodonta sp1,
Gonodonta sp2 e de ENI 1;

e Obter o perfil quimico dos tecidos do lepidéptero ENI1 nas fases de
larva, pupa e adulto para averiguar o possivel acumulo das amidas
presentes nas folhas de P. tuberculatum;

e Realizar ensaios biologicos para comparar a toxicidade das amidas (Z)-
(E)-piplartina, (2)-piplartina com os compostos metabolizados pelos

insetos.
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